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摘要 目的: 研究 pH 调控 对 发 酵 法 生产 环 B-1,2- uua 并 对 pH 3842 4& PET 89 35 83 TE 
和 结构 进行 解析 。 方 法 : 以 根瘤 菌 ATCC 1333 为 研究 对 象 ， 进 行 pH 调控 与 不 调控 的 发 酵 过 程 分 
析 ， 并 结合 乙醇 分 级 沉淀 对 pH 调控 后 的 发 酵 液 中 多 糖 进行 分 经 Superose 12 层 析 纯化 ， 
利用 基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 (MALDI-MS)、 o 电 喷 雾 串联 质谱 
(ESILMS)， 传 里 叶 红 外 光谱 (FTIR)， 核 磁 共 振 (NMRJ) 手 段 对 葡 聚 糖 进行 结构 鉴定 。 结 果 : 提出 两 
阶段 pH 调控 发 酵 策略 ， 生 长 期 pH 控制 为 7.0， 产 糖 期 pH 控制 为 与 自然 发 酵 模式 相 比 ， 环 
sed 52%， 细 胞 浓度 增加 了 102%， 并 且 发 酵 颜色 不 再 发 生 神 化 现象 ， 更 有 利于 后 
续 环 葡 聚 糖 的 分 离 纯 化 。 并 确定 pH 调控 对 根瘤 菌 ATCC 1333 发 酵 生 产 的 葡 聚 糖 的 结构 并 无 影响 ， 
合成 的 环 葡 聚 糖 是 以 葡萄 糖 为 单 体 ， 通 过 PB-1,2 糖苷 键 连接 的 环 葡 聚 糖 ， 聚 合 度 从 17-22， 以 19 
为 主 的 环 状 阐 聚 粮 ， 无 支 链 结构 。 结 论 : pH 调控 对 于 发 酵 生 产 环 B-1,2- 葡 聚 糖 的 结构 无 影响 ， 为 
环 B-1,2- 葡 聚 糖 的 发 酵 工 艺 研 究 提 供 理 论 基 础 ， 也 为 研究 B-1,2- 葡 聚 糖 提供 可 靠 的 糖 源 。 
关键 词 ”根瘤 菌 ATCC 1333 pH 调控 ” 环 B-1,2- 葡 聚 糖 MALDI-MS ESI-MS NMR 
中 图 分 类 号 Q815 
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Abstract | [Objective] To study the effects of pH on the production cyclic B-1,2-glucan, and analyze 
the structure of cyclic glucans under pH control. [Methods] Rhizobium radiobacter ATCC 1333 was 
used to analyze the effect of pH on fermentation. The cyclic glucans were separated, purified and 
purified, then analyzed by matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass 
spectrometry(MALDI-MS), monosaccharide composition analysis, electrospray ionization mass 
spectrometry(ESI-MS), fourier transform infrared spectrometer(FTIR) and nuclear magnetic resonance 
spectroscopy(NMR). [Results] The two stage pH strategy was developed in which pH was controlled at 
7.0 for the cell growth and then shift to 5.5. The results showed that biomass was increased by 102% 
and the cyclic glucan concentration increased by 52%, and the fermentation color was controlled at the 
background level. Also, the glucans from Rhizobium radiobacter ATCC 1333 were cyclic glucans 
consisting of glucose by p-1,2 linkages with a degree of polymerization ranging from 17-22, mainly 19. 
[Conclusion] The pH controlled at 7.0 has no effect on the structure of cyclic p-1,2-glucans, and 
provides a theoretical basis for the fermentation optimization and reliable source of cyclic 
p-1,2-glucans. 
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葡萄 糖 单 体 通过 
上 中。 环 B-1,2- 葡 聚 糖 于 1942 年 被 首次 报道 D 
Eh p-1,2-^8j 


B-1,2 


葡 聚 糖 是 
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尤其 值 


材料 的 环 糊 精 相似 ， 但 是 环 糊 精 溶解 度 仅 为 18 g/L， 而 环 B-1,2- 葡 
B-1,2- 葡 聚 糖 形成 的 环形 孔径 比 环 糊 精 更 大 。 因 此 , 单位 体积 的 B-1,2- 葡 
携带 更 大 的 分 子 ， 使 得 环 B-1,2- 葡 聚 糖 在 在 


[14-16] 。 


虽然 越 来 越 多 的 研究 显示 了 环 B-1,2- 葡 
聚 糖 尚 不 能 规模 化 生产 。 因 此 , 如 何 对 发 酵 工艺 进行 优化 ,实现 环 B-1,2- 
步 推 动 B-1,2- 葡 聚 糖 市 场 化 的 基础 与 关键 。 


是 进 一 


通过 综合 分 析 目 前 已 经 提 


然 免疫 系统 过 程 中 


键 连接 而 成 的 一 类 环 状 多 糖 ， 
已 经 先后 发 现 布 鲁 氏 菌 
布 鲁 士 病 的 致 病菌 因子 之 一 
pB-12- 葡 聚 糖 与 C 型 凝集 素 受 体 DC-SIGNR 和 DC-SIGN 具有 识别 作用 BE.9 
布 鲁 士 菌 侵 入 机 体 细胞 以 及 其 在 细胞 内 逃脱 人 体 
外 ， 环 B-1,2- 葡 聚 糖 介 导 细菌 感染 植物 ， 促 进 植物 根瘤 形成 中 101, 
力 0559， 显 示 了 其 在 农业 中 的 应 用 价值 。 
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po 12- 葡 聚 糖 在 
着 关键 的 作用 [7, 引 
也 决定 细菌 低 渗透 


得 注意 的 是 环 B-1,2- 葡 聚 糖 
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: 最 新 研究 表明 


]; 除 此 之 
环境 的 耐 受 能 


的 结构 与 作为 药物 包 合 
高 达 250 g/L， 且 环 


葡 聚 糖 巨大 的 潜在 应 用 市 场 和 价值 ， 但 是 


而 聚 糖 可 以 包 合 更 多 的 物质 、 
品 以 及 大 分 子 药物 包 合 方面 具有 巨大 的 潜在 应 用 价值 


目前 环 B-1,2- 葡 


葡 聚 糖 的 研究 后 发 现 : 甘露 醇 ， 


AETLI Rhizobium trifolii TA-1 为 研究 对 象 ， 发 酵 生产 得 到 3.95 g/L 的 细胞 浓度 ， 


谷 氮 酸 是 最 为 常 月 


HÆ PAI 


i 聚 糖 的 碳 源 以 及 氨 源 ， 


葡 聚 糖 的 大 量 、 
民 道 的 发 本 


廉价 获得 ， 
UE EPI IRp-1,2- 


Breedveld 等 


并 且 环 葡 聚 糖 产 
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量 高 达 10.9 g/L, 但 是 发 酵 时 间 高 达 10 d; Venkatachalam 等 人 [081 以 Rhizobium meliloti MTCC 3402 


为 研究 对 象 ， 通 过 优化 发 酵 培养 基 成 分 ， 其 中 细胞 浓度 理论 值 最 高 2.6 gL， 总 糖 产量 理论 值 最 高 
5.35 g/L。 通 过 分 析 以 上 研究 可 以 发 现 : 目前 所 报道 的 实验 室 水 平 的 发 酵 生产 工艺 ， 其 细胞 浓度 均 


较 低 ， 如 何 提 高 细胞 浓度 成 为 提 
究 发 现在 微生物 多 糖 发 酵 法 生产 过 程 中 ， 发 酵 条 伯 
成 微生物 所 产 多 糖 结构 的 改变 。 对 pH 而 言 ， 其 不 仅 可 以 影响 多 糖 的 产量 
造成 合成 多 糖 的 结构 P0 和 分 子 量 发 生变 化 
艺 是 否 会 对 其 多 糖 产物 结构 产生 影响 呢 ? 
前 报道 的 野生 型 菌 


目前 已 有 


1333 RIL 
针对 以 上 问题 ， 


以 目 


(Rhizobium radiobacter ATCC 1333)?217jfi 
酸 为 氮 源 的 ， 随 着 谷 氨 酸根 的 消 
对 细胞 代谢 的 影响 ， 同 时 开展 了 pH 控制 策 


pH 调控 策略 的 根瘤 菌 
1. 材料 与 方法 
1.1 材料 


高 环 B-12- 葡 聚 糖 产量 的 关键 。 


究 对 象 ， 


耗 ， 发 酵 液 的 pH 逐渐 上 升 。 


RUE 下 的 


[19], 


RRR 


多 糖 产 物 纯化 和 结 
ATCC 1333 发 酵 法 生产 环 B-1,2- 葡 聚 糖 的 强化 合成 商定 基础 。 


株 中 产 环 B-1,2- 葡 聚 糖 最 高 的 菌株 , 根瘤 菌 
[ 艺 时 发 现 ， 由 于 发 
本 论文 在 7L WE 


F 或 者 培养 基 成 份 的 改变 均 会 
而 且 pH 的 A 
2， 那 么 基于 pH 调控 的 Rhizobium radiobacter ATCC 


NBRC13259 


FEET E UL AR 
水 平 ， 研 究 pH 调控 


uj ARE, 


为 后 期 进一步 基于 


1.1.1 Hik RJA = ATCC 1333 (Rhizobium radiobacter ATCC 1333 又 名 NBRC13259、KCTC 2780 


ak IFO13259), WH HERRERNE 


1.1.2 实验 试剂 ”酵母 膏 ， 
限 公 司 ， 分 析 纯 。 
1.1.3 培养 基 ”斜面 培养 基 (g/L): 
7.0—7.2, 1x105 Pa KK 20 min. 


种 子 培 养 基 (g/L): 蛋白 肛 10. 


20 min. 


发 酵 培养 基 (g/L) 081〈 摇 瓶 ): HRE 10, 


究 所 生物 资源 中 心 (NBRC)。 
REAR, Wm, HR, 


谷 氮 酸 等 试剂 均 购 自 国药 集团 化 学 试剂 有 


RES 2，MgSO47H20O 1.0， 调 pH 7.0-7.2, 1x105 Pa 灭 菌 


蛋白 肛 10， 酵 母 膏 2，MgSO4.7H2O 1.0， 琼 脂粉 15， 调 pH 


RAR 5.0, NaCl 0.2，K?HPO4 1.0，MgSO4.7H2O 


0.2, 微量 元 素 (CaClz:2H20 0.04, FeCl;:6H20 0.0025, MnCl2:4H20 0.001, Na2M004:2H20 0.00001 , 


ZnSO4:7H50 0.00001 , CuSO4: 


硫 胺 素 0.0001), W pH 7.0, 1x105 Pa 灭 菌 20 min. 


REEE (g/L) 091(7L 反应 器 ): 甘露 醇 50, 8 


5H50 0.00001 , H3BO3 0.00001, CoCl2-6H2O 0.00001, 生物 素 0.00001, 


AR 10, NaCl 0.2, KHPO4 1.0， MgSO4.7H2O 


0.2, fi 5 76 A (CaClo:2H20 0.04, FeCls:6H20 0.0025, MnCl2:4H20 0.001，NazMoO4:2H2O 0.00001 , 
ZnSO4: 7H30 0.00001 , CuSO4: 5H50 0.00001 , H3BOs 0.00001, CoCl2-6H2O 0.00001, 生物 素 0.00001, 
硫 胺 素 0.0001), W pH 7.0-7.2, 1x105 Pa 灭 菌 20 min. 
1.2 方法 
1.2. 种 子 培 养 ”斜面 活化 培养 : 将 出 发 菌株 粉末 溶 于 无 菌 水 中 ,使 用 接种 针 将 出 发 菌株 移 接 到 新 
鲜 的 斜面 培养 基 ， 于 恒温 培养 箱 30 *C， 倒 置 培养 48-72 h， 后 置 于 4°C 保存 。 

保存 的 斜面 上 挑 取 一 环 菌 ， 转 接 至 装 有 50 mL 种 子 培养 基 的 500 mL 三 角 瓶 中 ，30 *C，200 
r/min 摇 床 培养 18-20 h 得 到 一 级 种 子 液 ， 将 一 级 种 子 培养 液 以 5% 的 接种 量 接 入 装 有 50 mL 种 子 
培养 基 的 500 mL 三 角 瓶 中 ， 同 种 方式 培养 获得 二 级 种 子 液 。 
1.2.2 JEJE EE F 5% (wv) 的 接种 量 将 二 级 种 子 液 接种 于 装 有 95 mL 发 酵 培养 基 的 500 mL — ff 
瓶 中 ，33 *C，200 r/min 摇 床 培养 6 d. 
1.2.3 初始 pH 单 因素 优化 “控制 发 酵 培养 基 初 始 pH 设 定 为 6.5、7.0、7.5、8.0， 其 他 成 分 参照 
1.1.3， 每 组 重复 三 次 。 
1.2.4 环 B1,2- 葡 聚 糖 测定 方法 ”和 草 酮 硫酸 法 测定 总 糖 含量 23]。 
1.2.5 发 酵 液 颜 色 的 测定 “采用 比 色 法 对 发 酵 液 颜色 进行 测定 , 使 用 紫外 分 光 光 度 计 ( 日 立 U-3900, 
日 本 日 立 株 式 会 社 )， 通 过 对 发 酵 时 间 的 发 酵 液 〈 发 生 褐 化 ) 进行 全 波长 扫描 ， 用 初始 发 酵 液 进 
行 适当 稀释 ， 确 定 表征 发 酵 液 中 的 颜色 褐 化 的 最 适 吸 光 值 。 
12.6 样品 粗 提 HUEBE T 10,000 g 离心 10 min, 收集 上 清 液 ， 加 3 倍 体积 的 无 水 乙醇 ，4 °C Yk 
箱 过 夜 沉淀 ，10,000 g 离心 10 min， 收 集 上 清 液 ， 减 压 浓缩 至 原 体积 的 1/110; 再 加 3 倍 体积 的 无 
水 乙醇 ，4 °C 冰箱 过 夜 沉淀 ，10,000 g 离心 10 min， 收 集 上 清 液 ， 减 压 浓缩 至 原 体积 的 1/20; 最 
后 加 10 倍 体积 的 无 水 乙醇 ，4 °C 冰箱 过 夜 形成 白色 沉淀 ，10,000 g 离心 10 min KEE, BUK 
仪 吹 干 酒精 后 复 溶 于 微量 水 溶液 ， 并 冷冻 干燥 得 到 粗 多 糖 备用 ， 每 一 步 均 用 注 层 层 析 法 (TLC) 进 
行 多 糖 验 证 ,。 取 粗 多 糖 制 备 成 适宜 浓度 , 上 样 于 Superose12 层 析 柱 (1.0x30 em), 以 H20 为 流动 相 ， 
流速 为 0.5 mLAmin， 示 差 检测 器 ， 收 集 对 应 的 峰 并 进行 TLC 多 糖 验证 ,收集 具有 糖 显 色 的 目标 峰 
进行 冷冻 干燥 ， 备 用 。 
1.2.7 单 糖 组 成 分 析 ”精确 称 取 目 标 样品 0.0050 g, 加 入 300 mL 2 mol/L 的 三 气 乙 酸 (CF3COOH)， 
100 °C 恒温 酸 解 12 h， 水 解 产 物 加 入 甲醇 ， 用 毛 吹 仪 吹 干 ， 反 复 操作 三 次 (用 于 除去 CF3COOH)， 
然后 将 水 解 产物 用 超 纯 水 溶解 后 ， 吸 出 ， 定 容 至 25 mL， 然 后 ICS-5000 离子 色谱 仪 《脉冲 安培 检 
测 器 ， 美 国 ， 戴 安 ) 进行 色谱 分 析 。 
1.2.8 基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 基质 辅助 激光 解吸 电离 飞行 时 间 质 谱 
(Matrix-Assisted Laser Desorption/ Ionization Time of Flight Mass Spectrometry ， 人 简称 MALDI-MS) 
测定 中 所 用 仪器 为 Micromass TOF Space 2E 质谱 仪 (Waters，Manchester，UK)。 配 置 目标 样品 水 
溶液 约 为 0.1 mg/mL， 吸 取样 液 1.0 uL 加 到 样品 板 上 ， 室 温 下 上 晾 干 ， 等 样品 板 上 的 液体 全 部 挥发 
后 ， 再 加 入 1.0 uL 基质 DHB ， 室 温 下 晾 干 ， 样 品 与 基质 混合 结晶 后 进行 测量 。 
1.2.9 电 喷 雾 串联 质 谱 称 取 目 标 样品 0.0050 g, 10 mM HCI 100 °C 恒温 酸 解 6h， 使 其 得 到 6-8 
个 聚合 度 的 低 聚 糖 ， 待 测定 用 P4。 电 喷雾 质谱 CElectrospray Ionization Mass Spectrometry, ffi 5 
H ESI-MS) 进行 样品 的 结构 序列 分 析 ， 本 论文 所 用 仪器 为 Micromass Q-Tof 质谱 仪 (Waters, 
Manchester，UK)， 去 溶剂 化 和 雾 化 气体 选用 氮气 ， 流 速 分 别 为 250 L/h 和 15 L/h。 离 子 源 温度 为 
80 °C, 去 溶剂 温度 为 150 *C。 电 喷雾 源 毛细 血管 电压 为 3 kV, 样品 溶解 在 50% 甲 醇 的 水 溶液 (V/V) 
中 ， 进 样 体积 0.5-5.0 uL, AJIA Z8: 1 mM 碳酸 氧 铵 =1: 1(V/V)。 二 级 离子 碎片 由 CD 获 
得 ， 碰 撞 气 体 为 氧气， 压力 为 1.7 bar， 碰 撞 能 量 电 压 范 围 为 23-43 V， 扫 描 速 度 为 1.5 s%/ 次 。 根 据 
样品 解 离 性 质 不 同 对 电 喷 雾 源 毛 细 管 电压 进行 相应 的 调整 。 
1.2.10 红外 光谱 ” 健 里 叶 红 外 光谱 (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, 简写 为 FTIR) 是 测定 物 
质 的 官能 团结 构 的 质谱 手段 。 取 样品 些许 ， 与 KBr 晶体 (1: 500) 混 合 ， 研 磨 充分 后 ， 制 片 ， 经 侍 


au 


里 叶 红 外 光谱 仪 (Nexus 470， 美 国 Nicolet 公司 ) 对 测定 样品 进行 红外 波长 


为 400-4000 cm-1， 得 到 样品 的 乡 


分 析 ， 进 行 !H-NMR, PC-NMR 
2. 结果 与 分 析 
2.1 初始 pH 对 于 发 酵 的 影响 


[外 吸收 谱 图 。 
1.2.11 核磁 共振 ”核磁 共振 (Nuclear Magnetic Resonance， 简 称 为 NMR) 是 根据 特征 原子 的 不 同类 
型 的 化 学 位 移 值 阐明 分 子 的 结构 的 。 本 论文 样品 在 Varian 400 MR 核磁 共振 波谱 仪 ( 瓦 里 安 , 美国 ) 
上 进行 NMR 实验。 将 冻 干 样品 (5 mg) 溶 解 在 0.5 mL HOD 中 3 


测定 。 


考虑 初始 pH 对 发 酵 生产 环 


环 葡 聚 糖 的 生成 更 有 利 。 而 在 发 


7 


T KARR, WR 1， 初 始 pH 7.0 H T4 
幸 过 程 中 ， 由 于 氮 源 为 谷 氨 酸 ， 在 谷 所 酸根 


习 描 ， 扫 描 波 长 范围 


转移 到 5mm NMR 管 中 用 于 NMR 


胞 浓度 以 及 发 酵 产 物 


离子 被 消耗 后 ，pH 上 


升 ， 发 酵 结 振作 所 以 考虑 pH 对 于 环 葡 聚 糖 的 发 酵 影响 ， 需 要 


22. 发酵 液 颜色 的 吸光 值 确定 


进一步 研究 整个 发 酵 过 程 中 的 pH 的 变化 。 
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图 1 不 同 初 始 pH 对 于 发 酵 影响 


Fig.1 The effects of initial pH on fermentation process 


在 对 根瘤 菌 NBRCI3259 进行 发 酵 优 化 时 首次 发 现 : 
严重 的 褐 化 。 为 确定 发 酵 液 中 “ 褐 化 物质 ”的 吸 
对 不 同 发 酵 时 间 的 发 酵 液 进行 全 波长 扫描 ， 结 果 医 
液 ， 其 最 大 吸收 均 位 于 为 230 nm 附近 ， 因 此 ，OD2o 用 于 对 发 酵 液 中 色素 浓度 进行 测定 的 吸收 波 


长 。 


图 2 
2. ” 环 B- 葡 聚 糖 的 发 酵 过 程 分 析 


在 7L 鲜 上 对 根瘤 菌 发 酵 法 生产 环 pB- 葡 聚 糖 的 发 酵 过 程 进行 分 析 , 如 图 3. 环 葡 聚 糖 发 酵 的 菌 


0 
200 300 


A ict 


pa 


2 所 示 。 检 测 结果 显 示 : 


48h ---72h 


400 


nm 
500 600 


对 不 同 发 酵 时 间 的 发 酵 液 的 全 波长 扫描 


Fig.2 The full-wavelength scanning of the color of the fermentation broth at different fermentation time 


体 生长 与 环 葡 聚 糖 合成 是 非 偶 联 的 ， 发 酵 前 24 h， 


存在 形式 为 谷 氮 酸 钠 ， 随 着 谷 氮 酸 根 离 子 被 消耗 ， 发 酵 液 中 pH XXX 


发 酵 液 的 颜色 随 寿 发酵 时 间 的 延长 产生 
长 ， 以 便于 进行 对 发 酵 液 颜色 神化 水 平 的 评估 ， 


不 同 发 酵 时 间 的 发 酝 


菌 体 处 于 生长 期 ， 由 于 氮 源 在 发 酵 培养 基 中 的 
f 增 大 到 8.78， 发 酵 液 颜 色 逐 


渐 加 深 ，OD23o 达到 13.358， 对 后 续 的 发 酵 液 中 环 葡 聚 糖 提 纯 带 来 困难 ， 发 酵 颜 色 越 深 ， 乙 醇 分 级 
聚 糖 阶段 , pH 并 未 下 降 , 反而 稳步 上 升 至 9.50， 


沉淀 次 数 相应 增加 ; 在 24h 后 , 发 酵 进入 合成 环 葡 如 
发 酵 液 颜色 表征 值 OD?30 缓慢 增 加 15.54; 至 144h. HREH, HS 


AB 17 TOES IH] TL AE 


发 酵 结 束 。 在 不 控 


Bl pH 的 发 酵 状态 下 ， 细 胞 浓度 达到 3.15 gL， 环 葡 聚 糖 的 产量 
菌 体 的 生产 强度 为 0.57 g/g。 
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图 3 环 葡 聚 糖 发 酵 过 程 图 


Fig.3 The batch profile of cyclic glucans 


24 pH 控制 对 环 葡 聚 糖 发 酵 过 程 的 影响 


对 初始 pH 进行 单 因素 优化 ， 
最 适 pH， 故 控制 pH 7.0 进行 环 葡 


控 时 相差 不 大 ， 但 是 发 酵 液 颜色 的 表征 OD 


EA, v 


EA 


g/L, WEN 


到 2.40 g/L, 


发 现 pH 7.0 ÆRE fi 
聚 糖 的 发 酵 法 生产 ， 


落体 的 生产 强 


230 却 基本 维持 在 本 底 水 习 


的 初始 pH， 文 献 也 报道 pH 7.0 为 菌 
如 图 4， 碳 源 、 氮 源 的 消耗 情况 与 pH 不 调 


达到 1.82 g/L, 


体 生 长 


F; JE 


胞 浓度 


度 为 0.38 gg， 相 比 于 自然 状态 下 的 发 酵 ， 细 


浓度 增加 了 99%， 环 葡 聚 糖 浓度 增加 了 32%， 但 是 菌 体 的 生产 强度 降低 了 3396. 
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图 4 pH 控制 条 件 下 环 葡 聚 糖 发 酵 过 程 图 


Fig.4 The batch profile of cell growth and cyclic glucan production under pH control 


产物 的 合成 与 细胞 生长 的 最 适 pH 犁 
两 阶段 发 酵 法 进行 发 酵 工 艺 优化 ， 


产 糖 期 pH 的 控制 对 多 糖 的 4 


于 恒定 pH 7.0 模 式 提 高 了 16.3%， 而 相 比 


的 合成 。 
表 1 


由 期 。 设 计 pH 控 于 


EE C15 Jg 4 
I 表 1， 生 长 期 控制 pH 7.008 DS] 
E 成 有 较 大 影响 ，pH 为 5.5 时 ， 环 葡 聚 糖 的 生成 量 最 大 为 2.79 gL， 相 较 
然 发 酵 模式 提高 了 53.3%， 菌 体 的 生产 强度 较 恒 定 pH 模 


式 提高 了 15.6%， 表 明生 长 期 pH 控制 7.0， 产 糖 期 pH 控制 为 5.5 的 两 阶段 pH 控制 法 有 利于 环 葡 


往 是 不 同 的 ， 如 热 凝 胶 、B-13- 葡 聚 糖 内 切 酶 等 产物 
于 是 进一步 对 pH 控制 进行 分 阶段 控 
发 酵 开 始 至 24 h 记 为 生长 期 ; 发 酵 24h 后 记 为 产 类 
产 糖 期 pH 分 别 控制 6.0、5.5、5.0。 结 果 妇 


体 浓度 的 


增加 至 6.27 
胞 


! 将 pH 控制 在 7.0 有 利于 细胞 浓度 的 增加 和 环 葡 聚 糖 的 生成 ， 但 是 在 发 酵 过 程 中 ， 


均 采 用 pH 


趾 ， 根 据 发 酵 过 程 曲线 ， 将 
E 长 期 pH 控制 7.0， 而 
影响 较 不 明 


E 
ME s 


而 


控制 不 同 pH 条 件 对 发 酵 产 环 葡 聚 糖 的 影响 


Table 1 Effect of different pH controlled on batch fermentation of cyclic glucans 


PH 


Maximal biomass 


Final glucans production 


Yp/x 


聚 糖 


KC g/L) (C g/L) 
Cell growth stage Production stage 


uncontrol 6.24 2.24 
6.0 6.32 2.51 
7.0 
5.5 6.36 2.79 
5.0 6.19 2.6 


但 是 由 于 在 环 葡 聚 糖 的 发 酵 生产 中 ， 不 同 的 菌株 ， 不 同 的 培养 基 以 及 不 同 的 培养 条 件 对 环 葡 


K g/g) 


0.358 
0.397 
0.439 
0.420 


UBER] er IRE EASCH 7o xc TED AHR, PAESE pH 进行 调控 后 的 环 葡 聚 糖 进行 提纯 ， 并 对 其 


结构 进行 表征 ， 为 后 续 基 于 pH 调控 的 基础 上 继续 研究 发 酵 生产 环 葡 聚 % 
EL 
^o 


2.5 pH 控制 下 产物 多 糖 的 单 糖 组 成 、 分 子 量 分 布 与 连接 键 型 分 析 


唐 的 发 酵 工 艺 提供 理论 指 


对 pH 调控 后 的 发 酵 液 进行 分 离 提纯 ， 并 经 Superose 12 层 析 分 离 所 得 的 目标 糖 进行 酸 解 ， 并 
对 其 进行 单 糖 组 成 分 析 如 图 5。 经 标准 糖 比 对 分 析 ， 初 步 证 明 发 酵 液 中 分 离 得 到 的 产物 主要 是 | 


简 萄 糖 单 体 组 成 的 聚合 物 ， 即 为 目标 葡 聚 糖 。 


上 target glucans 
b 
(b) 3 

1 


— standard 


. 6. 
Time(min) 


图 5 单 糖 组 成 分 析 


Fig.5 The Monosaccharide compositions analysis 


È: (a) 是 目标 糖 ，(b) 是 标准 糖 ，1-9 分 别 为 氨基 葡萄 糖 ， 鼠 李 糖 ， 阿 拉 伯 糖 ， 氨 基 半 乳糖 ， 半 有 乳糖， 葡萄糖 ， 木 


糖 ， 甘 露 糖 ， 果 糖 和 核糖 
Note: (a) is the target glucans. (b) is the standards (from 1 to 9: glucosamine, rhamn 
galactose, glucose, xylose, mannose and fructose) 


利用 MALDI-MS 表征 手段 对 分 离 所 得 的 葡 聚 糖 的 分 子 量 进行 检测 ， 
成 分 析 的 结果 ， 线 性 葡 聚 糖 的 质 荷 比 m/z-162xn*18*23(Mrw;)-1(Mrg) (n 


ose, arabinose, galactosamine, 


结果 如 图 6， 结合 单 糖 组 


ERRER): MEAR 


糖 的 质 蓓 比 wz=162xn+23(MrNa)-1(Mra) (n. 表示 聚合 度 )。 对 目标 葡 聚 糖 进行 MALDI-MS 图 谱 分 


析 ， 目 标 核 质 比 数据 m/z 2777.8. m/z 2939.9, m/z 3101.9, m/z 3264.0, 


m/z 3426.0, m/z 3589.1, 


结果 显示 目标 葡 聚 糖 含 有 17-22 个 聚合 度 的 环 状 多 糖 ( 表 2). 
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图 6 HARIK MALDI-MS 质谱 鉴定 
Fig.6 The MALDI-MS identification of the glucans 


mz 


表 2 发 酵 液 的 MALDI-MS 的 质 荷 数据 分 析 
Table 2 Analysis of MALDI-MS data of the fermentation broth 


Observed mass m/z 


[M+Na]* Theor. Mass Assignment 
2777.8 2754 CpGi; 
2939.9 2916 CBGis 
3101.9 3078 CpGio 
3264.0 3240 CBG»o 
3426.0 3402 CBG»i 
3589.1 3564 CpG» 


HT [28 89 Ye BER XE BER] ESI-CID-MS/MS 的 碎片 峰 特 征 具 有 一 致 性 ， 所 以 将 目标 糖 进行 
酸 解 得 到 低 聚 合 度 的 葡 聚 糖 , 以 5 个 聚合 度 的 葡 聚 糖 进行 MS/MS 操作 ,其 碎片 峰 图 谱 如 图 7,9^A, 
B，C 型 离子 峰 均 出 现 ， 并 且 每 相 邻 峰之 间 具 有 相同 的 差 值 规律 18，102，42， 比 对 Palma SE AUS 
2 的 糖苷 键 指纹 图 谱 ， 可 以 得 到 目标 和 葡 聚 糖 是 1,2- 糖 苷 键 链接 而 成 的 。 


P2 


200 400 600 800 1000 


7  ESI-CID-MS/MS 分 析 
Fig.7 ESI-CID-MS/MS analysis of hydrolyzed target glucans 
对 于 发 酵 液 中 提取 的 环 -1,2- 葡 聚 糖 进一步 用 侍 里 叶 红 外 光谱 来 鉴定 其 立体 构 型 E51， 结果 如 
8 所 示 。3200-3600cm- 吸收 峰 代 表 了 糖 类 化 合 物 的 O-H 伸缩 振动 峰 ， 为 多 糖 的 特征 吸收 峰 ; 
2915-2940 cm! 处 为 -CH 的 伸缩 振动 峰 ; 1300-1000 cm! 处 为 有 强 吸收 峰 ， 代 表 了 糖 环 C-O-C 的 
特征 骨架 振动 吸收 峰 P3;， 890 cm- 处 为 B 构 型 的 特征 吸收 峰 ， 这 证 明了 发 酵 液 中 纯化 的 多 糖 是 B 型 
LET o 
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图 8 ARIANI FTIR 分 析 
Fig.8 The FTIR spectra of the glucans 


2.6 HARHA NMR 谱 图 分 析 及 结构 示意 图 
进一步 采用 核磁 共振 谱 图 鉴定 糖 类 物质 或 糖苷 的 结构 。o 或 B 构 型 主要 依据 异 头 质子 化 学 位 移 
和 异 头 质子 与 邻 位 质子 的 耦合 常数 P1。 糖 环 异 头 质 子 H-1 的 化 学 位 移 通 常 在 4.5-5.5 ppm 之 间 ， 
其 中 o- 型 吡 喃 糖 H-1 的 化 学 位 移 大 于 5.0 ppm，B- 型 吡 喃 糖 H-1 的 化 学 位 移 小 于 5.0 ppm。 图 9 中 
4.780 是 HOD 的 化 学 位 移 峰 ， 异 头 质 子 H-1 化 学 位 移 小 于 5.0 ppm， 说 明 该 纯化 物 中 只 含有 有 -型 
糖苷 。 目 标 葡 聚 糖 中 104.30 ppm 对 应 的 是 非 还 原 性 C-1 末端 ，83 ppm 附近 的 化 学 位 移 表 示 B-1,2- 
糖苷 键 的 C-2 的 吸收 峰 ， 说 明 样 品 不 存在 非 还 原 性 的 残 基 ， 即 样品 为 环 状 结构 。H 和 C 的 化 学 位 
移 符合 Kawaharada、Roset && AT. 28 29 对 于 中 性 环 葡 聚 糖 的 核磁 共振 谱 图 。 另 外 ，C-1，C-2，C-3， 
C-4 的 化 学 位 移 有 多 个 数值 ， 表 明 样 品 不 是 单一 分 子 量 的 组 分 。 
结合 单 糖 组 成 分 析 、MALDI-MS 、ESLCID-MS/MS FTIR 和 NMR 表征 手段 ， 对 根瘤 菌 
NBRC13259 发 酵 法 生产 的 葡 聚 糖 结构 进行 解析 ， 得 到 该 葡 聚 糖 是 由 葡萄 糖 组 成 的 ，B-1,2- 糖 苷 键 
连接 ， 聚 合 度 为 17-22， 主 要 是 19 的 环 状 多 糖 ， 即 为 环 B-1,2- 葡 聚 糖 (如 图 9C)， 并 且 表 明 pH 调控 
对 于 环 B-1,2- 葡 聚 糖 的 聚合 度 范 围 以 及 有 无 支 链 并 无 直接 影响 。 
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图 9 环 葡 育 糖 的 核磁 共振 分 析 及 结构 示意 图 ((a): H-NMR, (b): PC-NMR, (c): 环 B-12- 葡 聚 糖 结构 图 ) 
Fig.9 NMR spectroscopy of glucans from Rhizobium radiobacter NBRC13259 ((a): 'H-NMR, (b): C-NMR, (c): 
The structure of cyclic f-1,2-glucans) 


3. 


[30], 


讨论 
对 于 发 酵 法 生产 环 萄 聚 糖 而 言 ， 不 同 的 菌株 生产 的 环 葡 聚 糖 的 聚合 度 以 及 取代 基 不 尽 相 同 
而 结构 决定 功能 ， 因 此 在 对 发 酵 工 艺 进 行 初 始 pH 优化 时 ， 发 现 初始 pH 7.0 是 发 酵 产 环 葡 聚 


糖 的 最 适 初始 pH; 而 在 7 L 镀 水 平 通过 对 根瘤 菌 NBRCI3259 发 酵 法 生产 环 状 p-12- 葡 聚 糖 的 过 程 


进行 pH 监控， 发现 自然 发 酵 状 态 下 ，pH 逐渐 上 升 至 9.50; 而 相 比 自然 发 酵 模 式 ， 发 酵 全 程控 制 
pH 7.0 后 的 细胞 浓度 增加 了 9995, 环 葡 聚 糖 浓度 增加 了 32%， 但 是 菌 体 的 生产 强度 降低 了 33%, 
并 且 发 酵 颜 色 控制 在 本 底 水 平 ， 更 有 利于 后 续 环 萄 聚 糖 的 分 离 纯化 。 并 进一步 对 pH 两 阶段 优化 


a 发 现 生长 期 pH 恒定 7.0， 产 糖 期 pH 恒定 5.6 更 有 利于 促进 环 葡 聚 糖 的 生成 ， 环 


聚 糖 的 产量 较 恒 定 pH 7.0 模式 提高 了 16.3%， 而 相 比 自然 发 酵 模式 提高 了 53.3%， 菌 体 的 生产 


E. 六 恒定 pH 模式 提高 了 15.6%。 


对 pH 调控 后 的 发 酵 产 物 葡 聚 糖 进行 分 离 纯化 ， 依 次 用 3 倍 、3 倍 、10 倍 体 积 无 水 乙醇 沉淀 


后 ， 经 过 Superose 12 柱 层 析 分 离 后 收集 目标 葡 聚 糖 组 分 ， 并 结合 单 糖 组 成 4 MALDI-MS 、 

ESI-CID-MS/MS FTIR 和 NMR 表征 手段 对 获得 的 葡 聚 糖 的 结构 进行 剖析 ， 得 出 该 菌 经 pH 调控 
后 发 酵 法 生产 的 葡 聚 糖 仍 是 由 葡萄 糖 组 成 的 ，B-12- 糖 e nu. 17-22, FERE 
度 为 19 的 环 状 葡 聚 糖 ， 与 Kawaharada 等 人 52 29 报 道 的 环 B-12- 葡 聚 糖 的 结构 一 致 ， 表 明 pH 调 
控 并 不 会 影响 环 B-1,2- 葡 聚 糖 的 结构 。 


En 


本 研究 通过 pH 调控 大 大 增加 细胞 浓度 和 环 葡 聚 糖 的 产量 , 并 对 pH 调控 后 的 葡 聚 糖 进行 结 


构 解析 , 发 现 pH 调控 并 不 会 影响 环 B-1,2- 葡 聚 糖 的 结构 , 为 基于 pH 两 阶段 法 BI 发酵 生产 环 B-1,2- 
葡 聚 糖 的 强化 合成 莫 定 基础 ， 为 研究 B-1,2- 葡 系 papse. 是 供 可 靠 的 糖 源 。 与 此 同时 ， 
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菌 量 增加 的 同时 ， 单 位 菌 体 的 合成 能 力 下 降 ， 这 一 现象 还 有 待 后 续 进 一 步 开展 相关 研究 ， 以 期 取 
得 更 多 的 质量 稳定 的 产品 。 
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